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Congelación de Semen Equino Bajo Dos Esquemas de Adición
de Dimetilformamida
FREEZING OF EQUINE SEMEN UNDER TWO SCHEMES OF ADDITION OF DIMETHYLFORMAMIDE
Daniel Domingo Pérez Q.1, Mariano Acosta L.2, Giovanni Restrepo B.3,
Cesar Camacho4, Jair Pérez O.1,5
RESUMEN
El objetivo del estudio fue evaluar la calidad posdescongelación de semen equino
sometido a dos esquemas de adición de dimetilformamida (DMF) durante la congelación.
Se obtuvo el semen de cinco caballos criollos colombianos, el cual fue sometido a dilu-
ción en medio INRA82® modificado con dos tratamientos de adición de DMF: T1, adición
inmediata de 5% de DMF; T2, adición fraccionada de 5% de DMF (durante 10 min). El
semen se empacó en pajillas de 0.5 ml que se sometieron a congelación convencional. La
movilidad espermática, la vitalidad y la morfología de los espermatozoides se evaluaron
pre- y posdilución. Adicionalmente, se realizó un análisis posdescongelación de la movi-
lidad y de la cinética espermática mediante un sistema computarizado, y la evaluación de
la integridad de la membrana plasmática por la prueba hipoosmótica (HOS). Se observó
una menor reducción de la movilidad espermática por la adición inmediata de DMF (T1)
antes y después de la congelación, en comparación con la adición fraccionada del
crioprotector (T2) (p<0.05). Se encontraron valores superiores de movilidad total y pro-
gresiva posdescongelación para T1, mientras el índice de rectitud (STR) fue mayor para
T2 (p<0.05). Se concluye que la adición inmediata de DMF durante la congelación, pro-
vee una mayor protección de la movilidad espermática posdescongelación del semen
equino, respecto a la adición fraccionada de este crioprotector.
Palabras clave: diluyente; calidad seminal; criopreservación; crioprotector
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ABSTRACT
The aim of this study was to evaluate the post-thawing quality of equine semen
subjected to two dimethylformamide (DMF) addition schemes during freezing. Semen of
five Colombian Creole horses was obtained and diluted in modified INRA82® medium
with two DMF addition treatments, T1: immediate addition of 5% DMF, and T2: fractional
addition of 5% DMF (during 10 min). Semen was packed into 05. ml straws and subjected
to conventional freezing. Sperm motility, vitality and morphology before and after dilution
were assessed. In addition, a post-thaw analysis of sperm motility and kinetics using a
computerized system and the evaluation of plasma membrane integrity by the hypoosmotic
test (HOS) were performed. Before and after freezing, a lower reduction in sperm motility
was observed by the immediate addition of DMF (T1), compared to the fractional addition
of the cryoprotectant (T2) (p<0.05). Superior values of total and progressive post-thaw
motility for T1 were found, while the straightness index (STR) was higher for T2 (p<0.05).
It is concluded that the immediate addition of DMF during freezing provides a better
protection of the post-thawing sperm motility of stallion semen than the fractional addition
of this cryoprotectant.
Key words: extender; sperm quality; cryopreservation; crioprotectant
INTRODUCCIÓN
En los últimos años se han introducido
en la industria equina mejoras a la
criopreservación de espermatozoides, las cua-
les han facilitado el comercio nacional e in-
ternacional del semen equino. Este proceso,
adicionalmente, ayuda al control de la dise-
minación de enfermedades venéreas y, per-
mite a su vez, la inseminación de varias ye-
guas con un solo eyaculado (Peña et al.,
2011). No obstante, la calidad del semen des-
congelado es inferior respecto al semen fres-
co o refrigerado, lo cual queda demostrado
por la disminución de la tasa de preñez
(Hoffmann et al., 2011). Esto sucede por los
cambios que sufre la célula espermática du-
rante el proceso de congelación, que conlle-
van a la pérdida de la integridad y de la fun-
ción de la membrana plasmática (Parks y
Graham, 1992), atribuido al choque térmico,
al estrés osmótico, al estrés oxidativo, a la
formación de cristales de hielo y a la apoptosis
(Peña et al., 2011).
En términos generales, la fertilidad con
semen congelado en equinos es menor en
comparación con la observada en otras es-
pecies. Este fenómeno se debe principalmen-
te a factores propios del equino y a que la
selección del reproductor se hace de acuer-
do a su rendimiento en las diferentes discipli-
nas ecuestres, más no a su capacidad
reproductiva (Clulow et al., 2007; Varner et
al ., 2015). Esto ha llevado a que los
sementales sean catalogados como de buena
o mala congelabilidad, con base en las carac-
terísticas de su movilidad espermática
posdescongelación (Vidament et al., 1997;
Ortega-Ferrusola et al., 2009; Hoffmann et
al., 2011).
Los procedimientos de criopreservación
son conocidos por reducir la supervivencia y
la habilidad fertilizante de los espermatozoides
de los mamíferos, lo cual depende de la ca-
pacidad del semen para soportar los protoco-
los de congelación y descongelación, en base
a las diferencias en la movilidad y la integri-
dad de la membrana (Yeste et al., 2015).
También se han hallado diferencias en la
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criotolerancia por efecto de la raza, para ca-
racterísticas como la integridad de la mem-
brana plasmática y el potencial de membra-
na mitocondrial (Mascarenhas et al., 2012).
Se conoce gran cantidad de agentes
crioprotectores que ejercen su función a ni-
vel intracelular (penetrantes) o extracelular
(no penetrantes) (Arifiantini et al., 2010).
Entre los crioprotectores penetrantes, el gli-
cerol es posiblemente el más utilizado para
la congelación de semen equino; sin embar-
go, el uso de la dimetilformamida (DMF) ha
proporcionado un aumento posdescon-
gelación de la movilidad y de la integridad de
la membrana plasmática de los espermato-
zoides, en comparación con el uso de glice-
rol (Vidament et al., 2001; Mesa y Henao,
2012).
Se conoce que la DMF, como parte del
diluyente, reduce de forma significativa los
efectos negativos de la congelación
(Medeiros et al., 2002; Squires et al., 2004).
Esto se atribuye a su menor peso molecular
respecto a crioprotectores como el glicerol
y, por lo tanto, a su mayor potencial para atra-
vesar la membrana plasmática; resultando en
un equilibrio más rápido entre las regiones
intra y extracelular y, teóricamente, en un
menor potencial para generar daño
espermático mediante el choque osmótico
(Moffet et al., 2003).
La concentración del crioprotector ha
sido un aspecto de interés en varios estudios.
Medeiros et al. (2002) observaron una me-
jora en la movilidad posdescongelación del
semen equino suplementado con 5% de
DMF, respecto al uso de otros crioprotectores,
incluyendo una mejora más notoria en equinos
con semen de pobre congelabilidad. Un efec-
to similar fue observado por Hoffmann et al.
(2011) quienes reportaron tasas de movilidad
espermática superiores con el uso de con-
centraciones entre 2 y 4% de diferentes
crioprotectores (incluyendo DMF), en caba-
llos con pobre o con buena congelabilidad
seminal. En otro estudio, se encontró una
mayor viabilidad de semen equino congelado
con 2% de DMF frente a concentraciones
de 3 y 4% de DMF; igualmente, se observa-
ron mejores resultados para la movilidad to-
tal (MT) y la fragmentación del ADN, cuan-
do se empleó DMF en lugar de glicerol o la
combinación de ambos crioprotectores (Gibb
et al., 2013). De otro lado, Álvarez et al.
(2014) reportaron que tanto el uso de 5% de
DMF como la combinación 2.5% de DMF +
2.5% de glicerol adicionados al medio
INRA96®, mejoraron la calidad posdescon-
gelación del semen equino.
En vista a esto, se ha planteado la ne-
cesidad de evaluar no solo la concentración
del crioprotector, sino también la influencia
del esquema de adición del mismo antes de
la congelación, sobre la integridad y la
funcionalidad espermática posdescongelación.
Esto, principalmente por la limitada toleran-
cia osmótica observada en el semen equino,
que por efecto de crioprotectores como el
glicerol, genera en los espermatozoides alte-
raciones de la movilidad, la viabilidad y la in-
tegridad del acrosoma (Ball y Vo, 2001). En
este sentido, se ha encontrado que la adición
paso a paso de DMF (en intervalos de un
minuto) en condiciones de refrigeración a 5 °C,
preservó la viabilidad espermática
posdescongelación de forma superior a la
adición de DMF en un solo paso (Pérez-
Osorio et al., 2008).
Aunque los espermatozoides equinos son
capaces de retornar a niveles normales de
volumen celular después de ser incubados en
soluciones anisosmolares (75-900 mosmol/kg),
solo los cambios de osmolalidad media (so-
bre 450 mosmol/kg) permiten que dichas cé-
lulas recuperen los niveles normales de fun-
ción espermática (Pommer et al., 2002). Pre-
cisamente, teniendo en cuenta que la mayo-
ría de los diluyentes de congelación son solu-
ciones anisosmolares, la adición fraccionada
de crioprotectores podría contribuir a dismi-
nuir el daño osmótico causado a los
espermatozoides durante el sometimiento a
los diluyentes. Por tanto, el objetivo de esta
investigación fue evaluar la calidad
posdescongelación de semen equino someti-
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do a dos esquemas de adición de DMF du-
rante el proceso de congelación, con el fin de
contribuir al mejoramiento de los protocolos
de congelación de semen del caballo criollo
colombiano y fortalecer las investigaciones




Se utilizaron cinco reproductores equinos
criollos colombianos, previamente seleccio-
nados mediante un examen clínico
andrológico, con fertilidad comprobada y
sexualmente activos. El rango de edad fue
de 4 a 10 años. Los animales estuvieron ubi-
cados en los municipios de Tabio y Madrid
del departamento de Cundinamarca (Colom-
bia) a 2650 msnm y con una temperatura pro-
medio de 16 °C.
Los animales se mantuvieron en condi-
ciones de confinamiento, bajo una dieta a base
de heno angleton (Dichantun annulatum) a
voluntad y concentrado en tres raciones dia-
rias de 1.5 kg c/u, así como agua a voluntad.
Colecta y Evaluación Seminal
Se realizó una serie de colectas diarias
durante siete días para el agotamiento extra-
gonadal de las reservas seminales, con el fin
de mejorar la resistencia de los esperma-
tozoides al proceso de criopreservación
(Canisso et al., 2008).
La colecta del semen se realizó median-
te una vagina artificial tipo Hannoverina a una
temperatura de 52 °C. En el momento de la
colecta, se retiró mediante un filtro estéril la
fracción en gel del eyaculado de la porción
rica en espermatozoides (Varner, 2008).
Se realizó la evaluación de las caracte-
rísticas macroscópicas y microscópicas de
cada eyaculado. El volumen se midió en una
probeta previamente esterilizada, el pH se
evaluó mediante una cinta indicadora
(Merck®) y la concentración se calculó a tra-
vés de un espectrofotómetro (Spermacue®,
Minitube) (Loomis y Graham, 2008). Median-
te el uso de microscopía óptica convencional
se evaluó la movilidad espermática total (por-
centaje de células móviles) y progresiva (por-
centaje de células móviles con trayectoria
rectilínea), a partir de siete campos visuales
y un aumento de 400X. Se determinó el vigor
de los espermatozoides de forma subjetiva
en una escala de 0 (ausente) a 5 (máximo)
(Vidament et al., 2002). La morfología se
evaluó mediante tinciones de eosina nigrosina,
rojo congo, verde malaquita y azul de
metileno. Asimismo, se realizó el conteo de
100 células, observando los defectos
morfológicos de la cabeza, el acrosoma, la
pieza intermedia y la pieza principal terminal
(Brito, 2007).
Procesamiento y Criopreservación del
Semen
El eyaculado se usó en proporción 1:1
con el diluyente Kenney® (Exodus Breeders
Coorp, EEUU) sin crioprotector, temperado
a 37.5 °C. El semen diluido se centrifugó a
600 g durante 12 min y se retiró el
sobrenadante. El precipitado se trabajó con
el diluyente INRA82® (IMV Technologies,
Francia) con 2% de yema de huevo, bajo los
tratamientos: T1: adición inmediata de 5% de
DMF y T2: adición fraccionada de 5% de DMF
(durante 10 min), según Pérez-Osorio et al.
(2008). En ambos casos la dilución se realizó
en cantidad suficiente para una concentra-
ción final de 200 x 106 espermatozoides/ml.
Posterior a la dilución, la movilidad
espermática fue evaluada mediante micros-
copía óptica para ambos tratamientos. El en-
vasado de las pajillas se realizó de forma
manual (Pérez-Osorio et al, 2008).
Las pajillas se sometieron a vapores de
nitrógeno líquido por 15 min y a 6 cm de la
superficie. Luego fueron sumergidas en ni-
trógeno líquido por 20 s y fueron almacena-
das en un tanque criogénico durante 10 días
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hasta su descongelación (Medeiros et al.,
2002).
Las muestras fueron descongeladas a
37.5 °C por 40 s en baño maría. Luego se
realizó la evaluación posdescongelación de
la movilidad, la morfología y la vitalidad
espermática por los métodos previamente
descritos. Adicionalmente, se realizó el análi-
sis posdescongelación de la movilidad y la
cinética espermática a través del método de
análisis espermático asistido por computador
(CASA), de acuerdo a lo descrito por Mesa
y Henao (2012) y la evaluación de la integri-
dad funcional de la membrana plasmática de
acuerdo a lo reportado por Neild et al.
(1999).
Evaluación Estadística
Se realizó un diseño de bloques com-
pletos al azar, donde cada bloque fue la uni-
dad experimental. Se evaluó la normalidad
de los datos mediante la prueba de Shapiro-
Wills y las medias se compararon a través de
la prueba de Tukey. Para las variables que
no presentaron una distribución normal se
realizó la prueba de Kruskal-Wallis para com-
parar las medianas. Todos los análisis se rea-
lizaron con el programa Statistix 8 (Analytical
Software©, EEUU).
RESULTADOS Y DISCUSIÓN
Las características seminales de los
eyaculados colectados de caballos criollos
colombianos se presentan en el Cuadro 1. En
términos generales, estos resultados son si-
milares a otros reportados para la raza
(Restrepo et al., 2014, 2016).
El proceso de criopreservación expone
las células al estrés inducido por las bajas tem-
peraturas y por desequilibrios osmóticos. El
estrés osmótico durante la criopreservación
es predominantemente el resultado de la for-
mación de hielo extracelular. Sin embargo, la
adición de agentes crioprotectores también
expone a las células al estrés osmótico (Sieme
et al., 2016). La principal ventaja de
crioprotectores como la DMF está en que
causa menor daño osmótico a los
espermatozoides que el glicerol, por su me-
nor peso molecular y viscosidad (Alvarenga
et al., 2016).
En esta investigación, la adición de
DMF al semen diluido, de forma inmediata
(T1) o fraccionada (T2) antes de la congela-
ción, generó en ambos casos una reducción
de la movilidad total (MT) y la movilidad pro-
gresiva (MP), que fue más severa para la
Cuadro 1. Características del semen fresco de caballos criollos colombianos  
 
Caballo Vol (ml) pH Conc 
MT 
(%) MP (%) Vigor VE MN 
1 55 7 230 70 65 3 71 64 
2 32 7 264 75 70 3 76 74 
3 37 7 154 65 60 3 72 72 
4 15 7 340 80 75 3 73 70 



















DE: desviación estándar; Vol: volumen: Conc: concentración (x106 espermatozoides/ml); MT: 
movilidad total; MP: movilidad progresiva; VE: vitalidad espermática; MN: Morfología normal  
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adición fraccionada (Figura 1). A pesar de
esto, no se encontró diferencia estadística para
ambos parámetros entre el semen fresco y
los tratamientos con DMF en la etapa de di-
lución del semen. Tampoco se encontró dife-
rencia entre tratamientos con base a la movi-
lidad espermática posterior a la dilución (Fi-
gura 1). Pérez-Osorio et al. (2008), en for-
ma similar, tampoco encontraron diferencias
en la movilidad espermática durante la etapa
de dilución ni en la velocidad e integridad de
la membrana de espermatozoides equinos
sometidos a la adición inmediata o fracciona-
da de DMF.
Para el semen congelado, previamente
sometido en ambos tratamientos a la adición
de DMF, se observó una reducción de la ca-
lidad seminal posdescongelación. La movili-
dad espermática presentó una reducción sig-
nificativa solo para la adición fraccionada de
DMF (T2) respecto al semen fresco (p<0.05),
mientras no se encontró diferencia entre T1
y T2, pese a la disparidad hallada entre las
medias encontradas para MT y MP (Figura
1). Es posible que la alta variabilidad entre la
congelabilidad del semen de los reproductores
haya enmascarado el efecto posdescon-
gelación del método de adición de DMF. En
otros estudios se ha descrito la variabilidad
existente en la calidad y criotolerancia del
semen equino entre machos e incluso entre
los eyaculados de un mismo ejemplar
(Hoffman et al., 2011; Restrepo et al., 2014).
A pesar de lo anterior, podría inferirse alguna
influencia del esquema de adición de DMF
en la criotolerancia de los espermatozoides
equinos, la cual se hace evidente desde la
dilución previa a la congelación y con un efec-
to derivado hacia la calidad seminal
posdescongelación.
Los resultados del análisis compu-
tarizado de la movilidad y la cinética esper-
Figura 1. Efecto del esquema de adición de DMF sobre la movilidad pre y poscongelación.
Letras diferentes indican diferencia estadística (p<0.05). T1-Pre: adición inmedia-
ta de DMF (precongelación). T2-Pre: adición fraccionada de DMF
(precongelación). T1-Post: adición inmediata de DMF (poscongelación). T2-
Post: adición fraccionada de DMF (poscongelación)
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mática posdescongelación se presentan en el
Cuadro 2. Se encontró diferencia significati-
va entre tratamientos para MT, MP y el Índi-
ce de rectitud (STR) (p<0.05), lo cual mues-
tra un efecto del esquema de adición del
crioprotector permeable DMF sobre los pa-
trones de movimiento posdescongelación de
los espermatozoides. Para los parámetros MT
y MP se hallaron valores superiores cuando
se realizó la adición inmediata de la DMF
(T1), mientras que el STR fue mayor en el
semen sometido a la adición fraccionada de
DMF (T2). Otros parámetros donde se ob-
servó cierta tendencia por efecto de los tra-
tamientos fueron la morfología normal con
una media mayor para T1, mientras que la
frecuencia de batido (BCF) y la integridad
de la membrana plasmática (HOS) presen-
taron valores mayores para T2; sin embargo,
en estos casos no se halló diferencia estadís-
tica (Cuadro 2).
Estos resultados difieren de los repor-
tados por Mello (2005) y Pérez-Osorio et al.
(2008), quienes mencionan una mejor preser-
vación de la movilidad espermática, así como
una mejora en la integridad del acrosoma y la
integridad de la membrana plasmática con la
adición fraccionada de DMF. Se indica que
la adición de DMF en un solo paso causa una
mayor alteración de la movilidad y la capaci-
dad de la membrana para permitir la entrada
y la retención de agua (Pérez-Osorio et al.,
2008). Sin embargo, es posible que la propie-
dad de la DMF para reducir el tiempo de equi-
librio antes de la criopreservación respecto a
otros crioprotectores (Pukazhenthi et al.,
2014), sumada a las condiciones particulares
del protocolo de congelación, como la com-
posición del diluyente y la curva de descenso
de temperatura, pudiesen ser favorables para
la adición inmediata de DMF; no siendo ne-
cesaria la adición fraccionada de este
crioprotector.
Cuadro 2. Análisis de la movilidad y la cinética espermática posdescongelación en semen 
equino por efecto de la adición inmediata (T1) o fraccionada (T2) de 5% de DMF 
 
Variable T1 T2 
Movilidad total (%) 48.0 ± 13.5a 32.0 ± 14.4b 
Movilidad progresiva (%) 41.0 ± 15.5a 25.0 ± 12.24b 
Móviles progresivos rápidos (%) 10.5 ± 2.1a 13.3 ± 10.8a 
Velocidad curvilínea (µm/seg) 74.9 ± 4.2a 76.1 ± 6.7a 
Velocidad lineal (µm/seg) 25.7 ± 2.6a 26.8 ± 5.5a 
Velocidad media (µm/seg.) 43.8 ± 2.1a 40.2 ± 7.6a 
Índice de linealidad – LIN 34.4 ± 3.8a 35.4 ± 8.4a 
Índice de rectitud – STR 58.7 ± 3.9b 66.9 ± 7.9a 
Índice de oscilación – IO 58.5 ± 3.2a 53.0 ± 10.5a 
Amplitud lateral de la cabeza (µm) 3.2 ± 0.3a 3.0 ± 0.4a 
Frecuencia de batido (Hz) 6.8 ± 0.4a 9.7 ± 2.3a 
Morfología normal (%) 59.2 ± 3.8a 51.2 ± 8.0a 
Vitalidad espermática (%) 52.8 ± 7.8a 53.6 ± 13.9a 
Integridad de la membrana plasmática – HOS (%) 39.4 ± 14.6a 47.0 ± 0.4a 
a,b Letras diferentes indican diferencia estadística significativa (p<0.05)  
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Adicionalmente, el análisis detallado de
la movilidad realizado en este trabajo median-
te un sistema CASA, podría proveer a dife-
rencia de otros estudios mencionados, una
valoración menos subjetiva de los resultados
obtenidos. Es así que la evaluación de varios
parámetros cinemáticos del semen pudo evi-
denciar las reducidas diferencias posdescon-
gelación derivadas de los tratamientos de
adición de DMF. Aunque son limitados los
reportes de evaluación de los parámetros
cinéticos del semen equino en relación con el
efecto de la DMF y, aún menos, de su esque-
ma de adición, se conoce que este
crioprotector incrementa respecto al glicerol,
el porcentaje de células rápidas y las veloci-
dades lineal, curvilínea y media de los
espermatozoides (Alvarenga et al., 2004).
Aún son pocas las investigaciones rea-
lizadas en congelación de semen del caballo
criollo colombiano. Entre los trabajos repor-
tados se encuentra la evaluación del uso de
DMF y colesterol (Mesa y Henao, 2012); la
evaluación de diferentes diluyentes de con-
gelación (Restrepo et al., 2014); la evalua-
ción de métodos de separación espermática
y de la fertilización in vitro (Varela et al.,
2015); y la relación entre la criotolerancia del
semen y los componentes del plasma seminal
(Usuga et al., 2016). Esta investigación con-
tribuye al mejoramiento de los protocolos de
congelación de semen del caballo criollo co-
lombiano a través de la optimización del uso
de la DMF como agente crioprotector.
CONCLUSIONES
 La adición inmediata de dimetilfor-
mamida (DMF) durante la congelación
del semen equino provee una mayor pro-
tección de la movilidad espermática
posdescongelación, con respecto a la
adición fraccionada del crioprotector.
 El esquema de adición de DMF al se-
men equino diluido no parece influir de
forma importante en la vitalidad, la mor-
fología y la integridad de membrana de
los espermatozoides equinos sometidos
a congelación.
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